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%VC: % Viabilidad Celular 
µg/ml: microgramo por mililitro 
µl/ml: microlitro por mililitro 
µM: Concentración micromolar 
A1: Asíntota Inferior 
A2: Asíntota Superior 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
AE/s: Aceites/s esencial/es 
ATB: Antibiótico 
CC20: Concentración Citotóxica 20 
CC50: Concentración Citotóxica Media o 50 
CC80: Concentración Citotóxica 80 
cel/ml: células por mililitro 
D.O.(c), Densidad Óptica del cultivo control. 
D.O.(t), Densidad Óptica del cultivo tratado. 
DHT: Dihidrotagetona 
DL50: Dosis Letal 50 
DMEM: Medio Esencial Mínimo modificado por Dulbecco 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
EE: Error Estandar 
EG: Electroforesis en gel de agarosa 
gr/l: gramo por litro 
MC: Medio de Crecimiento 
MCNC o CC10: Máxima Concentración No Citotóxica o Concentración Citotóxica 10 
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MEM: Medio Esencial Mínimo 
ml: mililitro 
MM: Medio de Mantenimiento 
MN: Micronúcleo/s 
MTS: Método de reducción de sal de tetrazolio: Bromuro de (3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-
carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio)  
MTT: Método de reducción del Bromuro de 3((4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico 
ºC: Temperatura en grados Celsius 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
Ona: Ocimenona 
OTLO: Ocimenonas-Tagetonas-Limoneno-Ocimeno 
p: Pendiente 
PBMC: Células mononucleares de sangre periférica 
PEP: Minthostachys verticillata (Peperina) 
PEROX: Peroxido de Hidrógeno 
PL: (R)-(+)-Pulegone 
ppm: partes por millón 
RN: Rojo Neutro 
SCCS: Comité Científico de Seguridad de los Consumidores 
SFB: Suero Fetal Bovino 
TS: Tagetes minuta silvestre 
V: voltio 
x: Variable independiente 
x0: Punto de Inflexión 
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XTT: Método de reducción de sal de tetrazolio: Bromuro de 23-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilido) 
α: Nivel de significancia 
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RESUMEN 
 
Tagetes minuta L. (Asteraceae) popularmente conocida como "Suico", es una hierba 
aromática anual de la familia Asteraceae. Presenta una distribución cosmopolita, siendo 
abundante en Córdoba. A su aceite esencial (AE) se le atribuyen muchas propiedades 
como por ejemplo antimicrobiano e insecticida, además de ser utilizado como ingrediente 
en gastronomía, elaboración de tés, perfumes, entre otros. Debido a estos antecedentes y 
a la poca o nula información sobre su toxicidad, el objetivo de este trabajo fue evaluar el 
efecto citotóxico y genotóxico in vitro de AEs de T. minuta.  
Los AEs fueron obtenidos de plantas cultivadas y seleccionadas de las que se diferenciaron 
dos quimiotipos: Ona (rico en Ocimenona) y DHT (rico en Dihidrotagetona), los cuales se 
compararon con el AE obtenido de la población silvestre. Para evaluar la citotoxicidad de 
los AEs, se midió la viabilidad celular mediante la captación de Rojo Neutro sobre células 
Vero (línea celular) y fibroblastos (cultivo primario) incubadas con distintas 
concentraciones de cada AE, obteniéndose la concentración citotóxica media (CC50) 
(R2>0.9). Los valores de CC50 fueron de 17,74 ± 0,92 ppm en células Vero y 16,15 ± 0,51 
ppm en fibroblastos para el AE de la población silvestre;  13,39 ± 0,98 ppm para las células 
Vero y 35,42 ± 0,67 ppm para los fibroblastos para el quimiotipo DHT; y el quimiotipo Ona 
presentó los menores valores de citotoxicidad y en consecuencia resultó ser el más 
citotóxico, con una CC50 de 8,03 ± 0,37 ppm para células Vero y de 10,77 ± 0,61 ppm para 
fibroblastos. Además, se realizaron determinaciones de citotoxicidad en el AE de 
Minthostachys verticillata (Peperina) rico en Pulegona y (R)-(+)-Pulegone (SIGMA-
ALDRICH), como testigos debido a los antecedentes de toxicidad que presenta este 
compuesto, obteniendo valores de CC50 superiores a los presentados por los AEs de suico. 
Para determinar genotoxicidad se realizaron los ensayos de Micronúcleos (MN) y 
Fragmentación de ADN en gel de agarosa, utilizando la Máxima Concentración no 
Citotóxica (MCNC) o CC10 de cada AE, incluido el AE de Peperina y Pulegona pura. Los 
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ensayos realizados demostraron que los AEs no generan/provocan daño genotóxico in 
vitro.  
Estos resultados producen alerta por la alta citotoxicidad in vitro de los AEs de suico, 
particularmente del quimiotipo Ona. Pero el hecho de que no se encontrara daño 
genético, constituye la base para la realización de futuros ensayos sobre bioactividad del 
AE de T. minuta. 
 
Palabras claves: Aceite esencial, Ocimenona, Dihidrotagetona, Citotoxicidad, 
Genotoxicidad.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
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Las Plantas como Productos Naturales 
 
Desde tiempos prehistóricos, el hombre ha utilizado las plantas con fines curativos 
y espirituales, alimenticios y cosméticos (Uvidia-Ortiz, 2012). A partir de la segunda mitad 
del siglo XIX la fitoterapia (del griego Phytos, “planta” y therapeia, “terapia”, corresponde 
al uso de productos de origen vegetal con finalidad terapéutica) comenzó a ser desplazada 
progresivamente por los medicamentos sintéticos (Blanco-Hernández et al., 2006), pero 
desde hace décadas ha renacido el interés por el estudio de plantas tanto como recurso 
terapéutico como así también el consumo tradicional de las mismas, basado en la creencia 
de la inocuidad que presentan y su superioridad ante las drogas sintéticas (Pochettino et 
al., 2008),  principlamente debido a las reacciones adversas que provocan estas últimas y 
la contaminación ambiental que genera su fabricación (Uvidia-Ortiz, 2012). Este 
movimiento que se conoce como la “Revolución Verde de la Medicina” se está llevando a 
cabo, tanto en países desarrollados como en aquellos en vías de desarrollo (Pochettino et 
al., 2008; García-Bacallao et al., 2002).  
La OMS (Organización Mundial de la Salud) estima que el 80% de los habitantes de 
los países en vía de desarrollo, tienen en las plantas su principal fuente de medicamentos, 
siendo indispensables para la atención primaria de la salud (Prabuseenivasan et al., 2006; 
OMS, 1986). Esto podría deberse principalmente a la disponibilidad y asequibilidad de las 
mismas, sin olvidarse del hecho que representan una fuente de diversidad química y de 
nuevos metabolitos secundarios bioactivos (Clardy & Walsh, 2004; Tagboto & Townson, 
2001). Además del uso medicinal, los productos derivados de plantas poseen especial 
interés por ser biodegradables a compuestos no tóxicos, por lo tanto se consideran menos 
perjudiciales para el medio ambiente en contraposición de los compuestos sintéticos 
(Pérez & Iannacone, 2004). 
En Argentina, en consonancia con lo que ocurre en el ámbito mundial, se ha 
manifestado este proceso en la amplia oferta comercial de plantas y de productos 
elaborados sobre la base de las plantas medicinales. Las farmacias, herboristerías, 
dietéticas, supermercados promueven su consumo, lo que ha motivado la elaboración y 
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comercialización a gran escala de una extensa variedad de productos vegetales de 
consumo masivo, que contribuyen a que la circulación y uso de hierbas medicinales se 
realicen sin un conocimiento profundo y desprovisto de estricto control oficial, implicando 
peligros para la salud de la sociedad (Guaglio et al., 1985).  
Por ello, es que el estudio de los productos naturales es un objetivo prioritario 
tanto para la OMS como para numerosas instituciones (Pochettino et al., 2008). 
 
Aceites esenciales 
 
Las plantas producen una amplia variedad de compuestos como resultado de su 
metabolismo secundario en respuesta a las condiciones ambientales. Una de las funciones 
de este tipo de productos es la defensa de la planta contra depredadores y patógenos. 
Otros, están involucrados en los mecanismos de defensa contra el estrés abiótico (por 
ejemplo, exposición a rayos UV-B), o tienen implicancia en la interacción de las plantas 
con otros organismos, como por ejemplo, atracción de los polinizadores (Bagetta et al., 
2015; Gleiser & Zygadlo, 2009; Schäfer & Wink, 2009). Los Aceites Esenciales (AEs) son 
una variedad de estos productos secundarios (Bagetta et al., 2015). 
El término aceite esencial se utilizó por primera vez en el siglo XVI por Paracelso 
von Hohenheim, quien se refirió al componente eficaz de una droga como "Quinta 
esencia", aunque existen registros que hacen referencia sobre el uso de los AEs con fines 
terapéuticos en el papiro de Ebers que data del 1500 a.C. En este documento se 
enumeran en detalle más de 800 remedios y tratamientos en base a AEs (Bagetta et al., 
2015). 
Los AEs se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas 
que incluyen principalmente a las Asteráceas, Lamiaceaes, Lauráceas, Mirtáceas, Pináceas, 
Rosáceas, Rutáceas, Apiaceaes (Martínez-M, 2003). 
Son popularmente utilizados por sus propiedades antibacterianas, antifúngicas, 
antivirales e insecticidas. Así mismo, la industria ofrece una amplia gama de productos 
que contienen AEs como por ejemplo en cosméticos y perfumes, productos 
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odontológicos, alimenticios, agrícolas, conservantes, etcétera. Esto hace que los productos 
naturales y entre ellos los AEs sean cada vez más utilizados como alternativas a los 
productos químicos sintéticos. En la actualidad, se conocen aproximadamente 3000 AEs 
de los cuales solo el 10% son de importancia comercial (Reichling et al., 2009; Bakkali et 
al., 2008). 
La extracción se puede realizar por diferentes metodologías como arrastre con 
vapor de agua, extracción con solventes volátiles, enfleurage, extracción con fluidos 
supercríticos, hidrodestilación, entre otros (Bakkali et al., 2008; Martinez-M, 2003). 
Los AEs son compuestos volátiles, líquidos a temperatura ambiente, límpidos, 
derivados de plantas aromáticas o sintéticos. Son solubles en lípidos y en disolventes 
orgánicos como éter o cloroformo. Poseen densidad generalmente menor que la del agua, 
elevado índice de refracción y se caracterizan por un fuerte olor, que en su mayoría es 
agradable. Por lo general son incoloros, aunque algunos presentan colores que van del 
amarillo pálido al rojo oscuro (Bagetta et al., 2015; Cofre-Santo, 2011).  
Una de las características más importante de los AEs es su hidrofobicidad. Esto 
hace que sean capaces de penetrar a través de las membranas celulares, alterando sus 
estructuras y haciéndolas más permeables, lo cual puede resultar en la muerte de la 
misma (Burt, 2004). Otra característica relevante, es que son capaces de producir 
fenómenos sinérgicos entre los diversos metabolitos que los componen, resultando en 
una bioactividad superior, es decir un aumento en la respuesta del aceite en su conjunto 
en comparación con sus componentes aislados (Escobar et al., 2012; Hori, 2003). Además, 
se caracterizan por estar exento de enzimas y taninos, y ser estables si son correctamente 
almacenados. Sin embargo, se puede destacar como principal desventaja que no 
contienen antioxidantes naturales por lo tanto se oxidan fácilmente (Tunc et al., 2000). 
En general los AEs son mezclas complejas de aproximadamente 60 componentes 
que pueden ser: compuestos alifáticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, 
aldehídos, cetonas, ésteres y ácidos), monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos. Pero, 
se caracterizan por poseer dos o tres componentes principales, que están presentes en 
altas concentraciones (20 a 90%) y varios componentes que se encuentran en pequeñas 
Introducción 
 10 
 
cantidades. Son sintetizados por distintos órganos de la planta como brotes, flores, hojas, 
tallos, y se almacenan en células secretoras, cavidades, canales, células epidérmicas o 
tricomas glandulares (Bagetta et al., 2015; Reichling et al., 2009; Bakkali et al., 2008). 
La composición de los AEs no solo depende del perfil químico de la especie vegetal 
y del tipo de extracción realizada, sino también del clima, la composición del suelo, órgano 
de la planta, la edad y etapa del ciclo vegetativo de la misma. Así también, puede haber 
diferencias de quimiotipos entre especies y variedades de plantas aromáticas del mismo 
género (Massuh, 2014; Masotti et al., 2003; Zygadlo & Juliani, 2003). Todos estos factores 
le van a conferir cierta variación en las propiedades de dicho AE (Bagetta et al., 2015). 
El término quimiotipo alude a la variación en la composición del AE, incluso dentro 
de la misma especie. Un quimiotipo es una entidad químicamente distinta, que se 
diferencia en los metabolitos secundarios. Existen pequeñas variaciones (ambientales, 
geográficas, genéticas, etcétera) que producen poco o ningún efecto a nivel morfológico, 
pero grandes cambios a nivel de fenotipo químico (Soria et al., 2008; Juliani et al., 2002).  
 
Tagetes minuta Linn 
 
En el mundo están reconocidas 17500 especies aromáticas, distribuidas en 60 
familias (Silvia & Asensio, 2002; Lawrence, 1995) siendo Asteraceae una de las familias 
más numerosas, compuesta por más de 1700 géneros y unas 24000 especies distribuidas 
por todo el planeta, excepto en la Antártida (Sadia et al., 2013; Katinas et al., 2007). Esta 
familia es originaria de Sudamérica, pero actualmente posee distribución cosmopolita, y 
representa uno de los grupos más ricos en formas de Angiospermas. Incluye hierbas 
anuales o perennes, raramente árboles y arbustos, algunas con látex. Se reconocen por su 
estructura reproductiva, con un capítulo donde las flores se disponen en forma sésil sobre 
un receptáculo ensanchado (Barboza et al., 2006). Dentro de esta familia, uno de los 
géneros de mayor relevancia, productor de AEs, es el género Tagetes. 
El género Tagetes está compuesto por 50 especies, de las cuales 12 se encuentran 
en Argentina donde 7 de éstas son endémicas (T. argentina, T. biflora, T. laxa, T. 
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mendocina, T perezii, T. riojana, T. rupestris) (Anton & Zuloaga, 2016). Las especies 
mejores conocidas son T. minuta, T. erecta, T. patula y T. terniflora (Massuh, 2014). Este 
género posee gran importancia económica e incluye especies comestibles y ornamentales. 
Los AEs de este género se caracterizan por su actividad insecticida y nematicida (Ball-
Coelho, 2003), además de sus aplicaciones farmacéuticas. 
Tagetes minuta Linn, en latín significa “pequeña” y se refiere al pequeño tamaño 
de sus capítulos (Bansal et al., 1999), es conocida vulgarmente como “suico” o 
“chinchilla”. Es una hierba anual erecta que llega a medir 200 cm de altura, con 
ramificación de su tallo principalmente en la parte superior; con flores dimorfas 
dispuestas en inflorescencias compuestas, de color amarillo o blanco, con dos tipos de 
formas posibles: liguladas y tubulares que juntas conforman la inflorescencia cuyo 
receptáculo presenta glándulas oleíferas (Figura 1). Posee semillas relativamente 
pequeñas, y los frutos están representados por aquenios alargados de color marrón 
oscuro (Alonso, 2004). Sus hojas son pinnaticompuestas con márgenes aserrados, en la 
cara inferior de las mismas hay pequeñas glándulas oleíferas, de color anaranjado, que 
contienen el AEs que se caracteriza por su fuerte aroma (Massuh, 2014; Soule, 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudios sobre la biología reproductiva de la especie, establecieron que la misma 
se multiplica de forma sexual y que posee la capacidad de polinizarse por autogamia 
 
Figura 1. Individuo 
de Tagetes 
minutaLinn. 
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(interviene polen de la misma flor), geitonogamia (interviene polen de otra flor de la 
misma planta) y xenogamia (interviene polen de otra planta) (Visintin & Bernardello, 
2005). Estas posibilidades de cruzamientos al azar determinan, entre otros factores, que 
exista variabilidad intra e interpoblacional, que se manifiesta tanto morfológica como 
químicamente en la concentración y composición de su AE (Massuh, 2007; Ordóñez et al., 
2006; Gil et al., 2000).  
Es nativa de los pastizales templados y regiones montañosas del sur de 
Sudamérica, incluidos Argentina, Chile, Bolivia, Ecuador y Perú (Chamorro et al., 2008; 
Soule, 1993). Particularmente, en la provincia de Córdoba se la encuentra como planta 
ruderal, en potreros y campos abandonados (Barboza et al., 2006). T. minuta es una 
especie R-estratega, por lo que aparece en zonas de disturbios durante las etapas iniciales 
de sucesión (de la Fuente et al., 2006). Esta afinidad por los sitios perturbados, con la 
ayuda de actividades antrópicas, ha permitido a la especie colonizar muchas áreas 
alrededor del mundo como Europa, África, Asia, Australia, Nueva Zelanda y Estados 
Unidos (Cofre-Santo, 2011; Naqinezhad & Mehrvarz, 2007), llegando a ser considerada 
maleza en cultivos tradicionales (Martínez-Ghersa et al., 2000). 
Dentro del género, T. minuta es una de las especies más estudiadas debido al gran 
interés económico que representa su AE. En Argentina se extraen aproximadamente 0,5 
tn/año de AE de suico obtenido de poblaciones silvestres y se comercializa a un valor de 
80-120 US$/kg (Bandoni, 2003). Nuestro país, junto con India, Egipto, Sudáfrica y 
Zimbabwe constituyen los principales países exportadores del AE de suico (Baser & 
Buchbauer, 2010). 
Según el índice de prioridad de conservación de especies vegetales elaborado por 
Martinez (2003) para el Valle de Paravachasca (provincia de Córdoba), el suico se 
encuentra 8va entre 35 hierbas citadas. Dicho índice considera la sensibilidad ecológica, la 
demanda comercial y el origen de la especie para el área, lo cual refleja integralmente su 
estado e importancia respecto a la utilización. 
El AE de T. minuta está compuesto principalmente por los terpenos: limoneno, (E) 
y (Z)-tagetona, (Z)-β-ocimeno, dihidrotagetona, (E) y (Z)-ocimenona (Massuh, 2014; 
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Shahzadi et al., 2010; Chamorro et al., 2008; Pichette et al., 2005; Gil et al., 2000). Sin 
embargo, dicha composición puede variar de acuerdo con la ubicación geográfica, la etapa 
de crecimiento y la parte de la planta (Chamorro et al., 2008; Moghaddam et al., 2007; 
Chalchat et al., 1995).  
 
Propiedades de la especie Tagetes minuta L. 
 
Se ha estudiado que los AEs de T. minuta poseen una amplia gama de actividades 
biológicas (Tabla 1). 
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Tabla 1. Bioactividades comprobadas científicamente del AE de Tagetes minuta L. 
 
Bioactividad Blanco de acción Referencias bibliográficas 
Antimicrobiano 
Bacterias gram-positivas: Géneros 
Paenibacillus, Bacillus, Staphylococcus. 
Bacterias gram-negativas: Géneros 
Escherichia, Pseudomonas 
Lambrecht-Gonçalves et al., 2013; 
González & Marioli, 2010; Eguaras et 
al., 2005; Fuselli et al., 2005; 
Senatore et al., 2004 
Antifúngico 
Ascosphaera apis, Trichophyton 
mentagrophytes, Microsportum gypsum, 
Candida albicans ATCC 10231, Cryptococcus 
neoformans, Aspergillus niger, especies del 
Género Penicillium 
Eguaras et al., 2005; 
Bii et al., 2000; 
 
Antiviral 
Carnation ring spot (CaRSV), Carnation vein 
mottle (CaVMV) 
Singh et al., 2002 
Varroacida 
Varroa destructor Ruffinengo et al., 2007; 2001; 
Eguaras et al., 2005 
Pediculicida Adultos de Pediculus humanus capitis Cestari et al., 2004 
Garrapaticida 
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, 
Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma 
cajennense, Argas miniatus, Hyalomma 
rufipes 
Andreotti et al., 2013; 
García et al., 2012; 
Nchu et al., 2012 
Nematicida 
Haemonchus contortus, Meloidogyne 
incognita 
Macedo et al., 2013; 
Adekunle et al., 2007 
Inhibidor de la 
eclosión de 
huevos y de la 
emergencia de 
adultos 
Callosobruchus maculatus (Coleoptera) Boeke et al., 2004; 
Kéıẗa et al., 2000 
Repelente, 
insecticida, 
larvicida, ovicida, 
ninficida. 
Stegomyia aegypti, Aedes fluviatilis, 
Premnotrypes vorax, Anopheles stephensis, 
Triatoma infestans, Culex quinquefasciatus, 
Drosophila melanogaster, especies de 
Aphididae 
Massuh et al., 2014; Baldeón-
Ordóñez, 2011; López et al., 2011; 
Cofre-Santo, 2011; Batallán et al., 
2010; Tomova et al., 2005;  Kéıẗa et 
al., 2000; Macêdo et al., 1997; Green 
et al., 1991 
Inhibidor del Zea mays L.; Chenopodium murale L., Phalaris Arora et al., 2015; Batish et al., 2007; 
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Además de las propiedades comprobadas científica y experimentalmente, suico es 
utilizada como condimento en la gastronomía tradicional peruana, boliviana, chilena y 
argentina (Ulloa, 2006; Guardia, 2002; Soule, 1993). Asimismo suele utilizarse en huertas y 
quintas como atrayente de insectos polinizadores (Ulloa, 2006). Se le atribuyen 
propiedades medicinales como digestivo, diurético, carminativo, diaforético, 
antiinflamatorio, y para aliviar resfríos y bronquitis (Abbasi et al., 2010; Chamorro et al., 
2008; Alonso, 2004; Guardia, 2002). Se ha utilizado para el tratamiento de dermatitis, 
varices, conjuntivitis, y como antiespasmódico, antimicrobiano y antihelmíntico 
(Chamorro et al., 2008; Amat, 1983). 
De sus hojas se extrae un AE utilizado en perfumería y aromaterapia (Guardia, 
2002; Soule, 1993). Se hacen tés, bebidas refrescantes tipo cola y bebidas alcohólicas; 
sirve como saborizante de postres lácteos, dulces y gelatinas (Singh et al., 2003; Soule, 
1993; Leung, 1980). El AE está aprobado en la categoría de alimentos (nº 172.510) por la 
Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos. En Argentina, ANMAT 
(Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica) no hace 
referencia a esta especie ni a ningún producto natural derivado de ella. Sin embargo, en la 
norma IRAM-SAIPA (N°18622, 2003) se describen dos perfiles químicos del AE de T. 
minuta considerando los 7 principales compuestos [limoneno, (E) y (Z)-tagetona, (Z)-β-
ocimeno, dihidrotagetona, (E) y (Z)-ocimenona], en dicha norma se establecen los 
estándares de calidad para la comercialización del AE. Además, se lo utiliza como base 
para la síntesis química de nuevos compuestos aromáticos (Singh et al., 2003). 
crecimiento de 
raíces de 
plántulas, de 
germinación y 
herbicida 
minor Retz; Amaranthus viridis L.;  
Echinochloa crus-galli, Cyperus rotundus 
Scrivanti et al., 2003 
Fototóxico Células epidérmicas y ratones Gakuubi et al., 2016 
Acción similar a 
ansiolíticos 
sedantes in vivo 
Sistema Nervioso Central de murinos Rocabado et al., 2011 
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Estudio de la toxicidad 
 
Se ha demostrado científicamente que ciertas plantas medicinales no poseen las 
propiedades que les atribuye la medicina popular, e incluso han resultado ser peligrosas 
(Blanco-Hernández et al., 2006). Ensayos con AEs utilizados y/o consumidos 
tradicionalmente han demostrado ser citotóxicos, fototóxicos, hepatotóxico y genotóxicos 
en estudios in vivo e in vitro (Gordon & Khojasteh, 2015; Shirazi et al., 2014; Ali et al., 
2014; Escobar et al., 2012; NTP, 2011; Di Sotto et al., 2011). Así mismo, no debe dejar de 
considerarse que los AEs son los productos de la extracción de una planta, siendo por lo 
general más concentrados, por lo cual pueden exhibir mayor toxicidad que la planta 
original (Bisset, 1994). 
El hecho de que el AE de T. minuta resultara fototóxico en estudios in vitro e in 
vivo, fue determinante para que el Comité Científico de Seguridad de los Consumidores 
(SCCS), organismo de la Unión Europea, recomendara que no se utilice este AE en 
productos de protección solar (Gakuubi et al., 2016). Este hecho y sumado a la escasa 
información que hay en la literatura, sustentan la necesidad de realizar pruebas de 
toxicidad integrales con el fin de determinar la seguridad del uso del AE de suico en 
productos farmacéuticos, agroquímicos, alimenticios y en prácticas socioculturales, entre 
otras aplicaciones (Gakuubi et al., 2016). 
Lo mencionado anteriormente, señala la importancia de la evaluación toxicológica 
tanto para comprobar los efectos descriptos en la literatura, como para evaluar si estas 
propiedades son atribuibles en nuestras condiciones ambientales, y para encontrar 
nuevas especies con propiedades curativas con mínimos efectos tóxicos para el hombre 
(Blanco-Hernández et al., 2006). Los ensayos de toxicología comprenden pruebas in vivo 
que utilizan animales de experimentación e in vitro, que pueden utilizar organismos 
inferiores (microorganismo, moluscos), reacciones bioquímicas (enzimas, receptores), 
cultivos de células (animales y humanas), órganos aislados de animales (mamíferos, 
anfibios, pájaros), entre otros (Konigheim, 2012).  
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Debido al costo de los ensayos in vivo y a la presión ejercida por las sociedades 
protectoras de animales de experimentación, los métodos in vitro han cobrado un gran 
interés y desarrollo como “alternativa a la experimentación animal” (Arencibia et al., 
2003). 
Dentro de la batería de ensayos in vitro, los ensayos de citotoxicidad que utilizan 
cultivos celulares primarios o líneas celulares establecidas, permiten evaluar la toxicidad 
aguda, evaluación de “respuestas inmediatas o de corto plazo”, de una sustancia dada. La 
citotoxicidad, es la alteración en la estructura y/o funciones celulares básicas que lleva a la 
producción de un daño el cual puede ser detectado a través de la proliferación y/o 
supervivencia celular (Repetto, 2002; Riva & López, 1993). 
El valor predictivo de los estudios de citotoxicidad se basa en la idea de que 
cuando se afectan funciones celulares básicas, que son comunes a todas las células, la 
determinación del daño celular es una medida aproximada de la toxicidad general del 
compuesto (Konigheim, 2012). De esta manera, es posible cuantificar la viabilidad, 
mediante la utilización de diferentes técnicas, que en su mayoría son colorimétricas. Estos 
ensayos miden la viabilidad celular mediante la captación o formación de un colorante por 
parte de alguna organela celular que permanece funcional, luego de la exposición a un 
determinado agente/compuesto, por lo cual, la pérdida de viabilidad indica efectos 
intracelulares nocivos por parte del compuesto, que suceden con anterioridad a cualquier 
daño que pueda producir en la membrana celular (Konigheim, 2012). 
Por otro lado, se encuentran los ensayos de genotoxicidad, que estudian los 
efectos tóxicos que ejercen los agentes químicos, físicos y/o biológicos sobre el ADN y los 
procesos genéticos de las células y organismos vivos (Klaassen & Watkins, 2005). Un 
compuesto es considerado genotóxico si tiene afinidad para interaccionar con el ADN e 
inducir daño genético a concentraciones que no son tóxicas o que están asociadas a un 
bajo grado de toxicidad (Martínez-González, 2006). Estos ensayos a corto plazo resultan 
de gran utilidad porque permiten detectar mutaciones génicas, aberraciones 
cromosómicas, daño primario a la estructura del ADN, transformaciones celulares u otras 
afectaciones (Arencibia & Rosario, 2003). 
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Para la detección de daño genético se hace uso de los biomarcadores que son 
cambios bioquímicos, fisiológicos o morfológicos medibles que se producen en un sistema 
biológico y se interpretan como reflejo o indicador de la exposición a un agente tóxico; 
evalúan la magnitud de respuesta del organismo frente al mismo y en alguna medida 
cuantifican específicamente la exposición, el efecto biológico temprano y la 
susceptibilidad (Ojeda-Herrera, 2012). 
 
Los antecedentes presentados, demuestran que el AE de Tagetes minuta L. posee 
amplias aplicaciones estudiadas tanto in vivo como in vitro, pero su toxicidad debe ser 
determinada para proveer seguridad a dichas aplicaciones. 
 
  
 
HIPÓTESIS Y 
OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hipótesis y Objetivos 
 
 20 
 
Hipótesis 
 
Debido a la multiplicidad de usos que posee esta especie vegetal, al valor popular que 
presenta y a que no existen antecedentes de estudios científicos sobre su toxicidad, 
principalmente de las poblaciones de la provincia de Córdoba, se plantea la hipótesis de que 
los aceites esenciales (AEs) de Tagetes minuta Linn serían tóxicos a nivel celular y genético. 
 
Objetivo General 
 
Evaluar la toxicidad in vitro del AE de Tagetes minuta L. y los quimiotipos obtenidos, 
sobre las líneas celulares, Vero (mamífero no humano) y fibroblastos diploides (humanas) 
para valorar el potencial tóxico de esta especie nativa. 
 
Objetivos Específicos 
 
- Evaluar la citotoxicidad in vitro en distintas concentraciones del AE de la población 
silvestre de T. minuta y los quimiotipos obtenidos de las poblaciones seleccionadas en 
células Vero y fibroblastos. 
- Evaluar la genotoxicidad in vitro a través del ensayo de Micronúcleos y 
Fragmentación de ADN, en células Vero y fibroblastos expuestas a diferentes 
concentraciones de los AEs de T. minuta L. 
 
 
 
  
 
 
MATERIALES Y 
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A. Material Vegetal y Aceites Esenciales 
 
Los aceites esenciales (AEs) de Tagetes minuta utilizados en los experimentos de 
esta Tesina y su caracterización química son parte de una Tesis Doctoral (Massuh, 2014) 
realizada en el Grupo de Estudio de Hierbas Medicinales y Aromáticas (Cátedra de 
Genética, Facultad de Ciencias Agropecuaria – Universidad Nacional de Córdoba). Las 
muestras de AEs fueron provistas al Laboratorio de Arbovirus y Arenavirus (Instituto de 
Virología Dr. J. M. Vanella, Facultad de Ciencias Médicas – Universidad Nacional de 
Córdoba) en el marco de proyectos de colaboración. 
Los AEs fueron extraídos de plantas de T. minuta provenientes de diferentes 
localidades de la provincia de Córdoba, a las cuales se les realizó un proceso de 
mejoramiento, selección y domesticación a partir del cual se diferenciaron 3 quimiotipos 
que fueron nombrados según el/los compuesto/s mayoritario/s: Dihidrotagetona (DHT), 
OTLO (Ocimenonas-Tagetonas-Limoneno-Ocimeno) y Ocimenona (Ona) (Massuuh, 2014). 
Actualmente los quimiotipos están registrados como cultivares en el INASE (Instituto 
Nacional de Semillas, Res. N° 000430/2014). Para los estudios realizados en este trabajo 
se utilizaron los quimiotipos DHT y Ona, además del AE proveniente de la población 
silvestre. 
El material vegetal utilizado para la obtención de los AEs fueron inflorescencias, 
hojas y tallos finos que fueron destilados en un aparato de tipo Clevenger modificado, con 
cámara de extracción separada (Figura 2) (Massuh, 2014). 
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La composición química de los AEs se determinó por cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas en un equipo Claruss 600 de Perkin Elmer, con el 
programa TurboMass 5.4. Se obtuvieron 7 compuestos principales: Dihidrotagetona, 
Limoneno, Ocimeno, E-Tagetona Z-Tagetona, Z-Ocimenona y E-Ocimenona. La 
concentración de dichos compuestos se calculó de acuerdo a la integración del área 
cromatográfica. En su conjunto, constituyeron más del 85% de la composición del AE. Los 
principales compuestos identificados y la media de los porcentajes relativos con su error 
estándar correspondientes a los quimiotipos estudiados en esta Tesina, se muestran en la 
Tabla 2. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Destiladores tipo Clevenger 
utilizados para la extracción del AE 
de T. minuta. 
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Tabla 2: Perfiles químicos de la población silvestre y de los quimiotipos de 
plantas cultivadas obtenidos de la Tesis Doctoral de Massuh (2014).  
COMPONENTES 
Quimiotipos – Plantas Cultivadas Población 
Silvestre (*) DHT (%)* OTLO (%) Ona (%)* 
Limoneno 1.71 ± 0.10 4.57 ± 0.75 2.82 ± 0.26 1.95 
Ocimeno 18.08 ± 1.27 14.72 ± 1.61 11.87 ± 1.13 42.38 
Dihidrotagetona 30.34 ± 0.88 0.42 ± 0.09 0.24 ± 0.07 3.45 
E-Tagetona 3.88 ± 1.91 4.13 ± 0.98 0.61 ± 0.10 3.75 
Z-Tagetona 10.82 ±2.03 3.07 ± 0.73 1.02 ± 0.10 1.14 
Z-Ocimenona 4.45 ± 0.32 13.73 ± 1.23 10.80 ± 0.68 3.86 
E-Ocimenona 30.73 ± 0.93 59.37 ± 1.90 72.64 ± 0.94 43.47 
DHT: Dihidrotagetona; OTLO: Ocimenona-Tagetona-Limoneno-Ocimeno; Ona: Ocimenona  
(*) Quimiotipos y AE de la población silvestre utilizados para los estudios en esta Tesina. 
 
B. Ensayos biológicos  
 
B.1. Líneas celulares 
 
Se emplearon cultivos de dos líneas celulares: células Vero clon 81 (ATCC CCL-81, 
riñón de mono verde africano, Cercopithecus aethiops) con número cromosómico 
heteroploide, y fibroblastos (línea celular no establecida, proveniente de mucosa oral 
humana) con número cromosómico diploide (Figura 3). Ambas líneas celulares fueron 
mantenidas en estufa a 37ºC (Sanyo, IncuSafe MCO 17 AC) con atmósfera húmeda 
conteniendo 5% CO2. 
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B.2. Medio de Crecimiento (MC) 
 
Las líneas celulares se mantuvieron en Medio Esencial Mínimo (MEM) modificado 
por Dulbecco (DMEM) con aminoácidos no esenciales, suplementado con 10% de suero 
fetal bovino (SFB) (Natocor) para células Vero y 20% para fibroblastos, L-glutamina (3gr/L, 
Gibco) y sulfato de gentamicina (50 µg/ml) como antibiótico (ATB).  
 
B.3. Medio de Mantenimiento (MM) 
 
La misma formulación que el DMEM, pero suplementado con 2% de SFB.  
 
C. Muestras para ensayos biológicos 
 
De cada AE se preparó una solución stock de 1x105 ppm en dimetilsulfóxido 
(DMSO). La concentración de DMSO en las células, no superó el 1%, para que la toxicidad 
del solvente no afecte el resultado final. Los stocks fueron mantenidos a – 20°C. 
Para los ensayos biológicos, se prepararon diferentes diluciones a partir de los 
stocks utilizando MM. 
 
 (a)  (b) 
Figura 3. Líneas celulares (x200): Fibroblastos de mucosa oral humana (a); Células Vero 
clon 81 (ATCC CCL-81, riñón de mono verde africano, Cercopithecus aethiops) (b) 
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D. Evaluación de la citotoxicidad 
 
El ensayo de Captación de Rojo Neutro (RN) es uno de los ensayos colorimétricos 
para medir citotoxicidad más empleado. Proporciona una estimación cuantitativa del 
número de células viables en un cultivo, basándose en la capacidad de incorporar el RN 
como marcador supravital que poseen las células viables. Este colorante catiónico 
penetra las membranas celulares por difusión pasiva y se concentra en los lisosomas. 
Posteriormente, el colorante se extrae de las células utilizando una solución de etanol 
acidificado, y la absorbancia del colorante solubilizado se cuantifica mediante un 
espectrofotómetro. Cuando la célula muere o el gradiente de pH se reduce, el colorante 
no puede ser retenido. En consecuencia, la cantidad de colorante retenido es 
proporcional al número de células viables (Repetto et al., 2008). 
Este ensayo, en comparación con otras pruebas de viabilidad celular, cuenta con 
un procedimiento muy sensible y fácilmente cuantificable; es económico, presenta menos 
interferencias, y no utiliza reactivos inestables como se requiere para las pruebas de 
viabilidad utilizando sales de tetrazolio (MTT, MTS, XTT, etcétera) (Borenfreund et al., 
1988). 
La cuantificación de la citotoxicidad, permite determinar el valor de concentración 
que provoca daño celular evidente al 50% de los cultivos tratados (concentración 
citotóxica media, CC50). La obtención de este valor permite posteriormente emplear 
intervalos de concentración no-tóxicos o sub-tóxicos en los ensayos (Konigheim, 2012). 
Para la realización del ensayo se siguió la metodología propuesta por Borenfreud 
& Puerner (1985), realizando algunas modificaciones al protocolo. 
Se preparó una suspensión celular con 2x105 cel/ml, células Vero o fibroblastos, a 
partir de la cual se sembró 0,1 ml por pocillo en una placa de 96 pocillos. A las 24 h se 
eliminó el medio de crecimiento (MC) de la placa y se le agregó medio de mantenimiento 
(MM) con 23 concentraciones diferentes, de cada AE, comprendidas en un rango de 0,4 
ppm a 80 ppm (n=3); y se dejaron cultivos de células con MM solo, como control celular 
(CCe). 
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Al cabo de 72 h de incubación, el medio fue removido y se agregó una solución de 
RN (33 µl/ml de MEM), incubándose a 37ºC con atmósfera húmeda conteniendo 5% CO2 
durante 3 h. El colorante contenido en los lisosomas y endosomas de las células viables, 
se extrajo con una solución de agua: etanol: ácido acético (50:49:1), durante 15 min en 
agitación constante. Posteriormente, se midió la absorbancia a 540 nm en un lector de 
microplacas BioTek. 
Los porcentajes de viabilidad celular se determinaron en base a los valores 
obtenidos en los CCe, tomados como 100 % de viabilidad y utilizando la siguiente fórmula:  
 
  
Dónde: 
- D.O.(t), densidad óptica del cultivo tratado. 
- D.O.(c), densidad óptica del cultivo control. 
A partir de los valores obtenidos con esta fórmula, se confeccionaron curvas de 
viabilidad, en las cuales se graficaron las concentraciones (ppm) vs. porcentaje de 
viabilidad celular (%VC). A partir de estos gráficos se calcularon las CC50, la Máxima 
Concentración No Citotóxica (MCNC) o concentración citotóxica 10 (CC10), la 
concentración subtóxica o concentración citotóxica 20 (CC20) y la concentración citotóxica 
80 (CC80) para cada AE. 
 
E. Testigos de citotoxicidad 
 
Se utilizaron como referencia, el AE de Minthostachys verticillata (Peperina) rico en 
Pulegona y (R)-(+)-Pulegone (SIGMA-ALDRICH) dado que existe bibliografía donde se 
demuestra que la Pulegona es toxico tanto in vivo como in vitro (Gordon & Khojasteh, 
2015; Mendanha et al., 2013; Romero Jimenez, 2013; Escobar et al., 2012; NTP, 2011; 
Zhou et al., 2007). 
Las curvas de viabilidad de los testigos se realizaron con concentraciones de 8 a 
% de Inhibición (%I)= [(D.O.(t) / D.O.(C))x 100] 
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1000 ppm de cada. 
 
F. Ensayos de Genotoxicidad 
 
F.1. Ensayo de Micronúcleos 
 
Los micronúcleos (MN) son cuerpos citoplasmáticos de naturaleza nuclear, que se 
corresponden con material genético no incorporado correctamente a las células hijas 
durante la división celular, reflejan aberraciones cromosómicas y se originan por roturas 
cromosómicas, por errores durante la replicación y posterior división celular del ADN y/o 
por la exposición a un agente genotóxico. Existen factores capaces de influir o modificar el 
número de MN presentes en una célula, por ejemplo la exposición diaria a agentes 
genotóxicos (Zalacain et al., 2005). 
El Test de Micronúcleos es un indicador indirecto del daño cromosómico que se 
origina durante la división celular, tanto por fragmentos acéntricos (evento clastogénico) o 
por cromátidas enteras o cromosomas rezagados (evento aneugénico) que no han sido 
incorporados en los núcleos hijos al momento de la citocinesis y que requieren de una 
división celular para expresarse (Nikoloff, 2014).  
El ensayo citogenético para la detección de MN (CBMN: cytokinesis-block 
micronucleus) se basa en la utilización de Citocalasina B (droga aislada del hongo 
Helminthosporum dematoideum), que es capaz de impedir la citocinesis celular. Inhibe la 
polimerización de actina, impidiendo la citocinesis al imposibilitar la creación del anillo 
contráctil, constituido por microfilamentos de actina y miosina, necesarios para la 
partición celular en telofase mitótica. Esta molécula no afecta a las fibras del huso ni a la 
división del núcleo, por lo que se originan células binucleadas monodivididas (Zalacain et 
al., 2005). 
Los MN son contados solo en las células binucleadas, lo cual permite realizar 
comparaciones confiables de daño cromosómico entre poblaciones celulares que difieren 
en la cinética de la división nuclear (Fenech & Morley, 1985). 
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Gracias a su versatilidad, este bioensayo puede llevarse a cabo en diferentes 
modelos tanto animales como vegetales, así como en distintos tipos de células, 
dependiendo del modo de acción del agente a caracterizar y del objeto en estudio (Mudry 
& Carballo, 2006). Debido a su simplicidad, constituye una de las metodologías más 
empleadas para la identificación de alteraciones en el material genético inducidas por 
agentes genotóxicos, utilizando diferentes matrices bióticas. Esta técnica esta validada 
internacionalmente y es accesible tecnológicamente (Fenech, 2007; Zalacain et al., 2005). 
La realización del ensayo de MN se llevó a cabo de acuerdo a Ouanes et al., (2003) 
con modificaciones, y siguiendo las recomendaciones del 2º Taller Internacional sobre 
Pruebas de Genotoxicidad (Ouanes et al., 2003; Kirsch-Volders et al., 2003). 
Se utilizó, de cada tipo celular, una suspensión de 1,5x104 cel/ml, las cuales fueron 
crecidas en placas de 24 pocillos. A las 24h se eliminó el MC y se le agregó, por triplicado, 
MM conteniendo la MCNC (CC10) de cada AE. Se dejaron cultivos de células con MM solo 
como control negativo y se utilizó Colchicina (0,3 µM) como control positivo. Éste es un 
fármaco natural, obtenido de Colchicum autmnal y Gloriosa superba, que detiene o inhibe 
la división celular, actuando sobre las tubulinas, produciendo así la despolarización de los 
microtúbulos (Bhattacharyya et al., 2008). 
Luego de 24 h de tratamiento, el medio fue removido y se agregó, a todos los 
pocillos, 500 µl de Citocalasina B (4,5 µg/ml). Después de 18 h se sometió a las células a 
una solución salina de fosfatos PBS 10x : Agua destilada, 1:1 por 15 min. Posteriormente, 
las células se fijaron con una solución de metanol: ácido acético: formaldehido (3:1:0,75) 
durante 10 min a temperatura ambiente.  
Para contabilizar el número de micronúcleos se tiñó con DAPI y se observó en 
microscopio invertido de fluorescencia Olympus Modelo IX81. 
Para la identificación de las células binucleadas, se siguieron los criterios 
propuestos por Fenech (2007): “una célula binucleada debe presentar intacta la 
membrana nuclear y citoplasmática; los dos núcleos no deben solaparse, tienen que 
poseer igual tamaño, forma, patrón e intensidad de tinción”.  
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Para el análisis de los MN también se siguieron los criterios adoptados por Fenech 
(2007). De acuerdo a este autor, los MN deben presentar: diámetro menor a 1/3 respecto 
al núcleo principal, no ser refractarios, intensidad de tinción similar a los núcleos de la 
célula binucleada, no estar conectados con ninguno de los núcleos principales, pero puede 
tocarlos sin solaparse.  
 
F.2. Ensayo de Fragmentación de ADN mediante Electroforesis en 
Gel de Agarosa 
 
La electroforesis en gel de agarosa (EG) permite evaluar distintos niveles de daño 
ejercido en la molécula de ADN. La técnica consiste en lisar las células para liberar al ADN 
del sistema de endomembranas. Luego, las mismas son embebidas en un gel de agarosa y 
sometidas a un campo electroforético. Si hay daño, se formarán fragmentos de ADN 
capaces de migrar hacia el ánodo del campo eléctrico al cual se encuentra sometido (Singh 
et al., 1988). 
El ensayo es sencillo, de bajo costo y reproducible, permitiendo obtener resultados 
de manera rápida. 
Para la realización del ensayo se utilizó una suspensión de 1x106 cel/ml (células 
Vero y fibroblastos), que fue sembrada en placas de 12 pocillos. A las 24 h se eliminó el 
MC y se le agregó, por triplicado, MM conteniendo la MCNC (CC10) de cada AE obtenida 
en el ensayo de citotoxidad. Se dejaron cultivos de células solo con MM como control 
negativo y se utilizó Peróxido de hidrógeno (100 µM) como control positivo, ya que es un 
compuesto químico oxidante, muy utilizado como control positivo en estudios de 
genotoxicidad debido a que produce alteraciones sobre el material genético, 
expresándose como rupturas de simple y doble cadena (Vergara-García, 2010). 
A las 24 h, para realizar la extracción del ADN, las células de cada pocillo fueron 
levantadas mediante la utilización de un medio enzimático. La extracción se llevó a cabo 
utilizando el kit PURO-Genomic DNA (PB-L Productos Bio-Lógicos) siguiendo las 
indicaciones del fabricante.  
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Finalmente, las muestras se colocaron en un gel de agarosa al 3% junto con el 
marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb, y se sometieron a una corrida 
electroforética a 90 V por 60 min. Los geles se tiñeron con GelRedTM 10000x (0,01 µl/ml) y 
fueron observados en Transiluminador UVP BioDoc-IT Imaging System. 
Debido a que el AE de Minthostachys verticillata (Peperina) rico en Pulegona y (R)-
(+)-Pulegone (SIGMA-ALDRICH) se utilizaron en los ensayos de citotoxicidad como testigos, 
también se incluyeron en las dos pruebas de genotoxicidad, utilizándose para las mismas 
las MCNC (CC10) obtenidas de los análisis citotóxicos correspondientes. 
  
G. Análisis Estadístico 
 
Los resultados de citotoxicidad obtenidos fueron sometidos a Análisis de Regresión 
Logística (R2>0.9) a partir de las curvas de viabilidad celular Vs. concentración, utilizando el 
programa estadístico OriginPro 8.6 y la ecuación de Dosis Respuesta: 
 
 
 
Dónde: 
A1: asíntota inferior 
A2: asíntota superior  
x: variable independiente 
x0: punto de inflexión  
p: pendiente 
 
A partir de las curvas y del análisis, se obtuvieron las Concentraciones Citotóxicas: 
CC80, CC50, CC20, CC10. 
A su vez, se realizó un Diseño de bloques completos al azar seguido de prueba de 
Tuckey (p<0,05) para la comparación de medias a partir de la CC50 de cada AE (InfoStat, 
2013). A fin de cumplir con los supuestos del modelo, los datos (CC50) debieron ser 
y = A1 + [(A2-A1) / (1 + 10 
(logx0 – x)*p)] 
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transformados a raíz cuadrada. La homogeneidad de la varianza entre grupos se evalúo 
con la prueba de Levene y la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks 
(modificado) (InfoStat, 2013). 
Para el ensayo de MN se evaluaron 1000 células binucleadas con MN asociados, 
obteniéndose la frecuencia de MN. A estos resultados también se les aplicó Diseño de 
bloques completos al azar seguido de prueba de Tuckey (p<0,05) para la comparación de 
medias, para determinar la significancia de las diferencias encontradas en los valores de 
frecuencia de MN entre cultivos controles y los expuestos a los AEs. Para cumplir con los 
supuestos del modelo, los datos fueron transformados a Logaritmo en base 10 (Log10) de 
la frecuencia de MN. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza entre 
grupos se evaluaron utilizando las mismas pruebas que para los ensayos de citotoxicidad. 
El análisis de fragmentación de ADN fue comparativo entre los quimiotipos 
estudiados y los controles (negativos y positivos). 
  
 
 
RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados y Discusión 
 
 34 
 
A. Evaluación de la citotoxicidad 
 
Analizando las curvas dosis respuesta (Figura 4), podemos decir que la disminución 
de la viabilidad celular fue directamente proporcional al aumento de la concentración de 
los aceites esenciales (AEs) evaluados, para las dos líneas celulares (células Vero y 
fibroblastos) (Figura 4), observándose que no hay grandes diferencias en cuanto a la 
citotoxicidad entre ambas.  
En el Anexo 1 (pág. 66), se observan las curvas de dosis repuesta del AE de 
Peperina y de (R)-(+)-Pulegone utilizados como testigos positivos. En las mismas podemos 
observar que tampoco hay diferencias de citotoxicidad entre las dos líneas celulares 
estudiadas.  
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  (a)
 (b) 
 (c) 
Figura 4. Curvas dosis respuesta (porcentaje de viabilidad celular vs. concentración) de 
cada aceite esencial: Población silvestre (a); Ocimenona (b); Dihidrotagetona (c). 
El análisis de regresión lineal para todas las curvas dio un valor de R2>0,9. 
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Tanto los quimiotipos de las poblaciones seleccionadas (Dihidrotagetona, DHT y 
Ocimenona, Ona), como el AE de la población silvestre presentaron altos valores de 
toxicidad para las dos líneas celulares, comparados con los obtenidos en los testigos. En la 
tabla 3, se muestran los valores de concentraciones citotóxicas, para cada AE en cada tipo 
de célula. En la misma podemos destacar que el quimiotipo Ona resultó ser el más 
citotóxico, con una CC50 de 8,03 ± 0,37 ppm para células Vero y de 10,77 ± 0,61 ppm para 
fibroblastos. El quimiotipo DHT mostró valores de CC50 de 13,39 ± 0,98 ppm para las 
células Vero y 35,42 ± 0,67 ppm para los fibroblastos, en tanto que los valores de CC50 
obtenidos para la población silvestre en células Vero fueron de CC50 17,74 ± 0,92 ppm, y 
16,15 ± 0,52 ppm en fibroblastos (Tabla 3). Las diferencias obtenidas en los AEs de suico 
no fueron significativas (p<0,05) (R2 0,9). En la misma tabla, se muestran los valores de 
citotoxicidad obtenidos para los respectivos testigos: para el AE de Peperina, la CC50 fue 
de 52,99 ± 1,60 para células Vero y 74,11 ± 2,01 para fibroblastos, y 456,97 ± 2,98 en 
células Vero y 465,12 ± 6,00 en fibroblastos, en (R)-(+)-Pulegone. 
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Basados en que el Instituto Nacional de Cáncer de Estados Unidos estipula que un 
valor de CC50<30 ppm es citotóxico (Zapata et al., 2009), podemos decir que los AEs de T. 
minuta aquí estudiados resultan ser tóxicos. 
Al comparar los valores de citotoxicidad obtenidos, con otros trabajos científicos 
que utilizaron el AE de suico, se observó que éstos obtuvieron valores de citotoxicidad 
mayores. Para Shirazi et al. (2014) los valores de CC50 fueron de 75 ± 5 y 70 ± 4 ppm para 
células de cáncer nasofangio (KB) y carcinoma hepatocelular (Hep G2), respectivamente; y 
en el trabajo de Ali et al. (2014), se encontró una actividad citotóxica moderada con valor 
de CC50 de 54,7 ± 6,2 ppm sobre células MCF-7 de tumor de mama. En todos los casos la 
evaluación de la citotoxicidad se llevó a cabo mediante la utilización del método 
colorimétrico de reducción del MTT (Método de reducción del Bromuro de 3((4,5 dimetil-
2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico). Los AEs que se probaron en esas dos investigaciones, 
también se obtuvieron por hidrodestilación y el análisis químico de los mismos, reveló la 
presencia de dihidrotagetona, ocimeno, tagetona, E- y Z-ocimenona y limoneno como sus 
principales componentes, al igual que los AEs estudiados en el presente trabajo. Por lo 
cual, indicaría que esos metabolitos podrían ser los responsables de la citotoxicidad 
observada, en estos estudios como en el nuestro. 
Aunque la metodología utilizada por los autores anteriormente citados para medir 
citotoxicidad, fue el ensayo de reducción del MTT, los resultados obtenidos son 
comparables, ya que ambas metodologías (MTT y RN) poseen correlación para la mayoría 
de los productos químicos (Chiba et al., 1998; Borenfreund et al., 1988). 
Como ya se mencionó, el ensayo de RN, es un método colorimétrico cuantitativo 
que se basa en la absorción de un colorante supravital que se acumula en los lisosomas de 
células viables no lesionadas (Borenfreund & Puerner, 1985). En tanto, el ensayo de MTT 
se basa en la reducción metabólica del Bromuro de 3((4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazólico) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un 
compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar el estado 
funcional de las mitocondrias en las células tratadas (Mosmann, 1983). 
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Las diferencias en los resultados de citotoxicidad obtenidos en esta tesina y los 
presentados por otros autores, podrían deberse a variaciones en la composición química 
de cada AE. Aunque presentaron los mismos componentes, los AEs se obtuvieron de 
distintas áreas geográficas, donde las condiciones climáticas, formación y estado 
nutricional del suelo son diferentes, factores que se sabe producen variación en las 
proporciones de cada componente (Bagetta et al., 2015). Además, cabe destacarse que los 
AEs tienen que ser considerados como sustancias que actúan como un todo, con 
fenómenos sinérgicos/antagónicos de sus constituyentes (Escobar et al., 2012), y no hay 
que dejar de considerar que los sistemas celulares utilizados fueron diferentes. 
Por otra parte, para poder determinar la toxicidad de los AEs evaluados en este 
trabajo, se compararon con la citotoxicidad de Pulegona, compuesto reconocido por 
poseer efectos hemolíticos y citotóxicos sobre fibroblastos humanos y células 
promielocíticas humanas (HL-60) (Mendanha et al., 2013; Romero Jimenez, 2013), en 
ratas es hepatotóxico, abortivo, produce daños renales y es carcinógeno (Gordon & 
Khojasteh, 2015; NTP, 2011; Zhou et al., 2007); y presenta ciertas limitaciones en su 
comercialización, ya que es considerado como nocivo en caso de ingesta (Decreto 
225/012, Reglamento Técnico MERCOSUR sobre Aditivos Aromatizantes/Saborizantes-
MERCOSUR/GMC/RES. N° 10/06-; Ficha de datos de seguridad según 1907/2006/CE, 
Artículo 31). Sorprendentemente a lo que se esperaba,  los valores de CC50 de los AEs de T. 
minuta resultaron ser más tóxicos que el AE rico en Pulegona obtenido a partir de 
Minthostachys verticillata (Peperina) y que la Pulegona pura (Tabla 3). 
Nuestros resultados, estarían en concordancia con los obtenidos por Escobar et al. 
(2012), ya que tampoco resultaron ser tóxicos. Los mismos, demostraron que el AE de M. 
verticillata, rico en Pulegona (60,5% v/v) no mostró citotoxicidad mediante el ensayo de 
captación de RN en un rango de concentraciones de 10 a 1000 ppm, con 48 h de 
exposición al AE. De la misma manera, Cariddi et al. (2011) observaron mediante el 
ensayo de reducción de MTT que el AE de esta misma especie, con 63,4% de Pulegona, no 
indujo daño temprano en células mononucleares de sangre periférica (PBMC), a excepción 
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de la concentración más alta (6x103 ppm), obteniendo el mismo resultado con el AE 
comercial (R)-(+)-Pulegone (SIGMA-ALDRICH). 
Las diferencias de toxicidad demostrada en este trabajo, entre los AEs de T. minuta 
y los ricos en Pulegona, principalmente con (R)-(+)-Pulegone, causan alerta debido a que 
el AE de suico sería muy citotóxico, y a pesar de su amplio uso, no existen informes que 
adviertan sobre ello. Así mismo, se deberían realizar más pruebas tanto in vitro como in 
vivo que ratifiquen nuestros resultados. 
Además, como ya se mencionó, debe considerarse que la variabilidad en la 
composición química que presenta cada AE, tanto en los componentes como en las 
cantidades en las que se encuentran, otorga diferencias en las bioactividades de dicho AE. 
Los principales compuestos que presentan los AEs aquí estudiados, Ona y DHT, fueron 
estudiados por otros autores, quienes observaron que Ona es el que posee mayores 
bioactividades, entre las que podemos destacar actividad larvicida contra Stegomyia 
aegypti L. (Massuh, 2014); insecticida sobre adultos de Sitophilus zeamais M. (Herrera et 
al., 2014);  e inhibidor sobre el crecimiento de la raíz de plántulas de Zea mays L. (Scrivanti 
et al., 2003). 
Por otra parte, Massuh (2014) observó que cuando el compuesto Ona está 
presente en el AE de T. minuta silvestre, la actividad larvicida contra Stegomyia aegypti 
aumentó significativamente. En este mismo trabajo, la dosis letal 50 (DL50) del quimiotipo 
rico en Ona no tuvo diferencias significativas con el AE de la población silvestre (con 
43,47% de E-ocimenona). 
El AE rico en DHT (30,34%) tuvo menor actividad larvicida que Ona y la población 
silvestre. Esta diferencia no fue tan marcada, debido a que este quimiotipo presenta 
también un alto porcentaje de Ona (30,73%).  
Nuestros resultados estarían en concordancia con Massuh (2014), ya que los 
valores de citotoxicidad del quimiotipo Ona fueron mayores que el quimiotipo DHT (que 
posee similar porcentaje de DHT y E-ocimenona, tabla 2). Sin embargo, estas diferencias 
no fueron significativas (p<0,05).  
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A su vez, se ha informado a DHT, como un nematicida contra huevos y juveniles de 
Meloidogyne incognita (Adekunle et al., 2007); y como un compuesto antiviral contra 
Carnation ring spot (CaRSV) y Carnation veinmottle (CaVMV) (Singh et al., 2002). 
 
B. Evaluación de Genotoxicidad 
 
Los dos ensayos (Ensayo de Micronúcleos, MN y Fragmentación de ADN) fueron 
utilizados para evaluar si los AEs de T. minuta poseen actividad genotóxica in vitro sobre 
las líneas celulares evaluadas. 
La comparación de medias de la frecuencia de MN, luego de 24 h de exposición al 
AE correspondiente, demostró que tanto los quimiotipos de las poblaciones mejoradas 
como la población silvestre, presentaron baja frecuencia de MN en comparación con el 
control positivo (Colchicina), tanto en células Vero como en fibroblastos. No se 
encontraron diferencias significativas de los AEs respecto al control negativo (control 
celular), pero sí con el control positivo (p<0,05, prueba de Tuckey) (R2>0,8), en ambos 
tipos de células (Figura 5). En la Figura 6 se observan células binucleadas con MN 
asociados, obtenidas de los ensayos correspondientes. 
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 (a)   (b)        
  (c)   (d) 
  (e)  (f) 
Figura 6. Células Vero binucleadas y Fibroblastos binucleados, y micronúcleos teñidos 
con DAPI, observadas a través de microscopio invertido de fluorescencia (400x): Control 
de células Fibroblastos (a); Colchicina (0,3 µM) en fibroblastos (b); DHT en Fibroblastos 
(c); Tagetes silvestres en células Vero (d); Ona en células Vero (e). Ampliación de un 
campo con célula binucleada con micronúcleo asociado (f). 
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Al analizar la fragmentación del ADN luego de exponer los dos modelos celulares a 
los AEs de T. minuta por 24 h, se observó que los mismos no poseen efectos genotóxicos. 
El patrón electroforético de ADN tratado tanto con los quimiotipos Ona y DHT como con 
el AE de la población silvestre, presentaron una banda al igual que el control celular, a 
diferencia del control positivo (Peróxido de Hidrógeno a 100 µM) en el cual se observaron 
dos bandas (Figura 7).  
Estos resultados, junto con la evaluación de los micronúcleos, indicarían que los 
AEs de suico no generan/provocan in vitro, en el sistema biológico utilizado, daño 
evidente a nivel de la cadena de ADN.  
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Figura 7. Fragmentación de ADN de cada aceite esencial en células Vero (a) y 
fibroblastos (b), en un gel de agarosa 3%. 
CC: Control de célula; Ona: Ocimenona; DHT: Dihidrotagetona; TS: Tagetes minuta silvestre; PEROX: 
Peróxido de Hidrógeno 100 µM (control positivo). 
(a) 
 (b) 
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Estos resultados constituyen el primer reporte de evaluación de genotoxicidad de 
AEs de T. minuta, en el cual se demuestra que los mismos no poseen efecto genotóxico in 
vitro.  
Al comparar estos resultados con los obtenidos para los AEs de Peperina y 
Pulegona pura, pudimos observar que no hay diferencias significativas, resultando que 
tampoco poseen daño evidente en el ADN (Anexo 2, página 68). Estos resultados 
concuerdan con Escobar et al. (2012), quienes demostraron que el AE de Minthostachys 
verticillata (Peperina), con un 60,5% v/v de Pulegona, no posee daño genotóxico in vitro e 
in vivo, en un rango de concentraciones de 10 a 1000 ppm.  
Además, nuestros resultados concuerdan con otras investigaciones en las cuales 
evaluaron diferentes AEs en los cuales también se demostró la ausencia de efecto 
genotóxico in vitro, por ejemplo en los AEs de Pistacia lentiscus (L.) var. Chia (Duham) 
(Anacardiaceae) (Vlastos et al., 2015); Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) (Pereira et al., 
2014); Carvacrol (5-isopropyl-2-methyl phenol) compuesto aislado de Origanum hirtum y 
AE de Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) (Melušová et al., 2014).  
Sin embargo, otros autores utilizando la metodología de MN manifiestan que 
algunos AEs sí son capaces de producir genotoxicidad en rangos de concentración de 0,10 
a 1000 ppm. Por ejemplo, el AE de Urtica dioica (Urticaceae) en linfocitos humanos (Gül et 
al., 2012); α-pineno compuesto de AEs de Pinus sp y otras especies vegetales cítricas y 
aromáticas, en células de Hámster chino (Catanzaro et al., 2012); el AE de Lavanda 
(Lavandula angustifolia Miller, Lamiaceae), junto con uno de sus principales componentes, 
Acetato de linalilo en linfocitos periféricos humanos (Di Sotto et al., 2011); el AE de Piper 
gaudichaudianum Kunth (Piperaceae) en fibroblastos de pulmón de Hámster chino (Péres 
et al., 2009); el AE de Nigella sativa L. (Ranunculaceae) rico en Timoquinona en 
hepatocitos aislados de ratas (Khader et al., 2009); y Timol, principal compuesto del AE de 
Thymusvulgaris y Thymbraspicata (Lamiaceae) en glóbulos rojos (Buyukleyla & 
Rencuzogullari, 2009), entre otros. 
Estos resultados muestran la variación, en cuanto a las bioactividades, que existe 
entre AEs y que el daño genotóxico que pueden causar depende de la composición que 
Resultados y Discusión 
 
 47 
 
posean y de la concentración ensayada. Particularmente, los AEs de suico obtenidos tanto 
a partir de plantas silvestres como de las mejoradas, seleccionadas y domesticadas, no 
presentan daño a nivel de la cadena de ADN, ni durante la división celular, en 
concentraciones que no producen citotoxicidad in vitro en las líneas celulares Vero y 
fibroblastos.  
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Los resultados obtenidos en esta tesina sugieren, que los AEs de T. minuta poseen 
alta citotoxicidad in vitro sobre líneas de células de mamíferos (humanas y no humanas) 
debido principalmente a la presencia del compuesto Ocimenona.  
El hecho que resultaran altamente citotóxicos, incluso más que el AE rico en 
Pulegona de Minthostachys verticillata (aproximadamente 6 veces más tóxico) y (R)-(+)-
Pulegone (SIGMA-ALDRICH)) (aproximadamente 57 veces más tóxico), resulta alarmante 
debido a los múltiples usos tradicionales que poseen los AEs de suico y a la poca o nula 
información que hay en relación a su toxicidad. Es por ello que, estos resultados 
constituyen un gran aporte en este sentido, y sientan la base para futuras investigaciones 
sobre otras potenciales bioactividades, dado que está ampliamente demostrado que 
regulando la dosis de un principio activo toxico, se puede producir un efecto beneficioso. 
A esto se le suma, el hecho de tener como respaldo la ausencia de genotoxicidad 
demostrada, en este trabajo. 
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Estos resultados nos motivan a: 
 Evaluar la citotoxicidad de los AEs de T. minuta en otras líneas celulares. 
 Probar si existe genotoxicidad en los AEs ensayados en concentraciones más 
citotóxicas (CC80, CC50, CC20), utilizando el Ensayo de Micronúcleos y Fragmentación 
de ADN, para proveer de mayor seguridad ante la posible utilización de los AEs a 
mayores concentraciones que las estudiadas.  
 Realizar ensayos que complementen nuestros estudios sobre toxicidad in vitro, 
como estudios sobre mutaciones directas o revertidas, y apoptosis, de 
fototoxicidad e irritación dérmica. 
 Evaluar si los AEs de T. minuta, y en especial el quimiotipo Ona, poseen 
propiedades antivirales contra virus de interés sanitario, como por ejemplo los 
virus Dengue, Encefalitis de St. Louis, Junín, Herpes Simplex, entre otros, para 
continuar la línea de estudios que lleva acabo el Laboratorio de Arbovirus. 
 Garantizar el uso de los AEs estudiados, en las concentraciones CC10 (máxima 
concentración no citotóxica), ya que no poseen daño genotóxico evidente. 
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Figura 1. Curvas dosis respuesta (porcentaje de viabilidad celular vs. 
concentración) del AE de Minthostachys verticillata (rico en Pulegona) (a); (R)-
(+)-Pulegone (SIGMA) (b). 
El análisis de regresión lineal para todas las curvas dio un valor de R2>0,9. 
  
 
ANEXO 2  
Ensayos de MN y 
Fragmentación de ADN del 
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 (a) 
 (b) 
Figura 2. Fragmentación de ADN de cada aceite esencial en células Vero (a) y 
fibroblastos (b), en un gel de agarosa 3%. 
CC: Control de célula; Ona: Ocimenona; DHT: Dihidrotagetona; TS: Tagetes minuta silvestre; 
PUL: (R)-(+)-Pulegone (SIGMA-ALDRICH); PEP: Minthostachys verticillata (Peperina); PEROX: 
Peróxido de Hidrógeno 100 µM (control positivo). 
